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(54) Title: SOLUTION FOR DIAGNOSING OR TREATING TISSUE PATHOLOGIES 

(54) Titre: SOLUTION POUR LE DIAGNOSTIC OU LE TRAITEMENT DE LESIONS TISSULAIRES 



(57) Abstract 

The invention concerns a 5-aminolevulinic acid ester (E-ALA) solution for producing a pharmaceutical preparation useful for 
diagnosing and/or treating tissue and/or cell pathologies by local radiation exposure using radiation emitted by a light source energy 
followed, in the case diagnosis, by detection of fluorescent protoporphyrin IX (PplX). The E-ALA concentration C in said solution is less 
than 1 % and ranges between 0.01 % and 0.5 %. Said low E-ALA concentration in the solution increases PplX synthesis and homogenises 
its distribution in the cell layers while highly reducing the secondary toxicity for the treated cells. 



(57) Abregd 

La pnSsente invention conceme une solution d'un ester d'acide 5-ammol6vulinique (E-ALA) pour la realisation d'une preparation 
pharmaceutique utilisable pour le diagnostic et/ou le traitement de lesions tissulaires et/ou cellulaires par irradiation locale au moyen d'un 
rayonnement emis par une source d'dnergie lumineuse suivie, dans le cas du diagnostic, d'une detection de protoporphyrine IX (PplX) 
fluorescente. La concentration C de E-ALA dans cette solution est infeneure a 1 % et comprise entre 0,01 % et 0,5 %. Cette tres faible 
concentration de E-ALA dans la solution augmente la synthese de la PplX et homogeneise sa distribution dans les couches cellulaires tout 
en diminuant fortement la toxicite secondaire de la solution pour les cellules traitees. 
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SOLUTION POUR LE DIAGNOSTIC OU LE TRAITEMENT DE LESIONS TISSULAIRES 



5 Domaine technique 

La presente invention conceme une solution d'un ester d'acide 5- 
aminolevulinique (E-ALA) pour la realisation d'une preparation 
pharmaceutique utilisabie pour le diagnostic et/ou le traitement de lesions 
tissulaires et/ou ceilulaires par irradiation locale au moyen d'un rayonnement 
10 emis par une source d'energie lumineuse suivie, dans le cas du diagnostic, 
d'une detection de la fluorescence emise par des substances dont I'acide 5- 
aminolevulinique (ALA) ou I'E-ALA sont des precurseurs, en particulier la 
protoporphyrine IX (PplX). 

15 Technique anterieure 

On connait deja le principe de I'utilisation de composes dont I'ALA, ou les 
esters d'ALA (E-ALA) et notamment I'hydrochlorure d'hexylester d'ALA (h- 
ALA) sont des precurseurs, pour faire un diagnostic et/ou un traitement de 
lesions, en particulier de lesions cancereuses. Ce principe est bien decrit 

20 dans la demande de brevet publiee sous le No WO 96/28412. 
Uadministration de la solution peut etre faite par voie orale ou par voie 
parenterale, par exempie sous forme d'une injection intradermique, sous- 
cutanee, intraperitonique ou intra veineuse. Cette administration peut aussi se 
faire de facon topique, par exempie locale, en exposant la surface de I'organe 

25 a traiter a une solution d'E-ALA ou dALA. Un tampon imbibe d'une telle 
solution peut egalement etre utilise pour proceder a une administration 
topique. La concentration de la solution d'ester dALA (E-ALA) preconisee 
dans cette publication est comprise entre 1 et 50% et de preference entre 15 
et 30%. Cependant, cette concentration ne genere essentiellement pas de 

30 PplX dans certains des organes principalement concernes par ce genre de 
traitement, notamment la vessie urinaire. 
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Dans les publications faites dans JOURNAL OF PHOTOCHEMISTRY AND 
PHOTOBIOLOGY B f BIOLOGY respectivement par Fink-Puches et al sous le 
titre "Primirary clinical response and long-term follow-up of solar keratoses 
treated with topically applied 5-aminoievuiinic acid and irradiation by different 

5 wave bands of light", et Chang et al sous le titre 'The efficacy of an iron 
chelator (CP94) in increasing cellular protoporphyrin IX following intravesical 
5-aminolaevulinic acid administration: an in vivo study" ainsi que celle faite 
dans NOUVELLES DERMATOLOGIQUES par P. Thomas sous le titre 
"Phototherapie dynamique topique", le produit utilise dans les traitements est 

10 de I'ALA et non pas un ester d'ALA, ce qui est tres different au niveau des 
concentrations. En effet, les concentrations d'ALA utilisees sont au minimum 
45 a 60 fois superieures a celles necessaires dans le cas de I'utilisation d'une 
solution d'ester d'ALA (E-ALA). 

15 L'administration de cette substance avec des concentrations aussi fortes s'est 
revelee, dans certains cas, toxique pour des tissus humains. Cette toxicite 
presente meme en I'absence de rayonnement lumineux, peut contrarier 
gravement la generation de protoporphyrine IX (PplX). De ce fait, de telles 
concentrations ne peuvent, dans certains cas, pas etre utilisees ou ne sont 

20 pas optimales pour permettre le depistage et/ou le traitement de lesions. 

En outre, les temps requis pour activer les principes actifs induits par la 
solution medicamenteuse se sont averes extremement longs si I'acide 5- 
aminolevulinique libre, c'est-a-dire non esterifie (ALA) est utilise. De ce fait, le 
25 diagnostic ainsi que le traitement, ne peuvent se faire avec de I'ALA libre 
qu'en milieu hospitalier, etant donne qu'ils requierent souvent une 
immobilisation de longue duree, d'environ 5 heures, du patient. 

Dans le cadre d'une tendance generalisee de reduction du cout des soins 
30 medicaux et du developpement des soins a domicile, dans des cabinets 
prives ou des hopitaux dits de jour, la demarche actuellement connue est 
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lourde, contraignante pour le patient et couteuse pour les assurances 
maladies et pour la communaute. 

Malgre le progres technologique que constitue ('application de I'ALA ou I'E- 
5 ALA pour diagnostiquer de fagon precoce et traiter efficacement certaines 
affections, la generalisation de la methode est ralentie par ces inconvenients 
majeurs. 

Expose de I'invention 

10 Le but de la presente invention est de pallier ces inconvenients en mettant au 
point une solution destinee au diagnostic et/ou au traitement de lesions 
cancereuses, notamment dans le domaine de I'urologie, administree a des 
concentrations qui ne portent pas prejudice a la biosynthese des composes 
actifs, et qui demontre une grande efficacite lorsqu'elle est appliquee pendant 

15 des temps suffisants relativement courts pour autoriser un traitement sinon 
ambulatoire du moins en clinique de jour, voire en cabinet medical. Cette 
solution doit en particulier permettre une forte accumulation de la PplX en un 
minimum de temps et une tres bonne distribution de cette PplX a travers les 
tissus traites. 

20 

Ce but est atteint par une solution d'un ester d'acide 5-aminolevulinique (E- 
ALA) telle que definie en preambule, caracterisee en ce que la concentration 
C de I'E-ALA dans la solution est inferieure a 1% et est comprise entre 0,01% 
et 0,5% (0,01% < CL< 0,5%). 

25 

En effet, il s'est avere que le fait d'utiliser une tres faible concentration de E- 
ALA dans la solution augmente la synthese de la PplX et homogeneise la 
distribution dans les couches cellulaires tout en diminuant fortement la toxicite 
secondaire de la solution pour les cellules traitees. Ceci est d'autant plus 
30 important que lors d'un traitement d'une tumeur par phototherapie dynamique, 
en raison du photob leaching rapide qui reduit la concentration de PplX, la 
destruction complete de cette tumeur sous-entend une accumulation initiale 
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intracellulaire de PplX elevee et une bonne distribution dans les couches 
tumorales. 

De fagon particulierement avantageuse, Tester d'ALA (E-ALA) donnant les 
5 meilleurs resultats est de I'hydrochlorure d'hexylester d'ALA (h-ALA). 

De preference, la solution est realisee par dissolution d'ester d'ALA (E-ALA) 
dans un solvant compatible avec I'organisme humain ou animal. 

10 Ledit solvant est avantageusement choisi parmi Tune des substances 
suivantes : eau filtree sterilisee, solution physioiogique de NaCI, solution 
tampon de phosphate, alcool. 

Sous une forme preferentielle, la solution comprend un composant pour 
15 ajuster le PH a une valeur physioiogique comprise entre 4,8 et 8,1 . 

Dans une forme de realisation avantageuse, la solution peut comporter une 
substance complementaire pour empecher la transformation du PplX en 
heme par complexage du fer dans les cellules vivantes. 

20 

Ladite substance complementaire peut etre un EDTA (tetra acetate 
diaminoethylique), de la deferoxamine ou du desferal. 

Meilleure maniere de realiser I'invention 

25 La presente invention sera mieux comprise en reference a la description ci- 
dessous d'une forme de realisation preferee de la solution selon Pinvention et 
de ses variantes et, a titre d'illustration, d'une application particulierement 
avantageuse de cette solution pour le diagnostic et/ou le traitement de lesions 
a I'interieur d'une cavite de I'organisme humain ou animal, telle que la vessie. 

30 

Une solution d'ester de I'acide 5-aminolevulinique (E-ALA) est preparee par 
dissolution de cette substance, par exemple a I'etat de poudre amorphe ou 
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sous forme cristalline, dans un soivant approprie, compatible avec une 
utilisation in vivo. A titre d'exemple cette solution peut etre de I'eau 
demineralisee sterilisee, une solution de NaCI physiologique contenant 
approximativement 9% de Nad, une solution tampon de phosphate, un alcool 
5 ou une solution contenant un alcool ou similaire. 

Cette solution est de preference ajustee en PH a une valeur dite 
physiologique qui depend de I'application et principalement de Porgane a 
traiter concerne. Cette valeur du PH est habituellement comprise entre 4,8 et 
10 8,1. Dans le cas d'une intervention a I'interieur de la vessie, le PH est de 
preference compris entre 5,3 et 7,4. 

La solution peut etre compietee par I'addition d'une substance 
complementaire pour empecher la transformation du PplX en heme par 
15 complexage du fer dans les cellules vivantes. Cette substance 
complementaire peut etre un EDTA (tetra acetate diamino6thylique), de la 
deferoxamine ou du desferal. 

L'une des applications qui s'est revelee extremement interessante est le 
20 diagnostic et le traitement de lesions du type cancereuses dans le domaine 
urologique et en particulier sur les parois interieures de la vessie. 

Selon un mode d'application, I'administration de la solution peut etre topique, 
en contact avec les parois interieures de I'organe. La vessie est remplie 
25 d'environ 50ml de solution d'ester d'ALA (E-ALA) ou d'hexylester d'ALA (h- 
ALA) de faible concentration, a savoir une concentration C (en poids) 
comprise entre 0,01% et 0,5% et de preference egale a 0,2%. 

L'instillation peut avoir une duree comprise entre !4 heure et 7 heures, mais 
30 de preference comprise entre Y2 heure et 4 heures. 
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On a constate de fagon surprenante que, sous ces faibles concentrations qui 
sont tres differentes des concentrations de 15 a 30% actuellement utilisees 
dans ce meme domaine, Tester d'ALA (E-ALA) presente une plus grande 
efficacite, ce qui se mesure par une presence accrue de protoporphyrine IX 

5 (PplX) fluorescente apparaissant aux emplacements des lesions sur les 
parois interieures de la vessie et une meilleure distribution de cette 
protoporphyrine dans les couches cellulaires. En outre, grace a ces faibles 
concentrations, la cytotoxicite est reduite, ce qui reduit considerablement les 
risques d'effets secondaires indesirables. En particulier, cette cytotoxicite 

10 reduite favorise la generation des substances photosensibles et/ou 
fluorescentes dont les E-ALA ou I'ALA libre sont des precurseurs. De plus, 
cette generation maximale de PplX reduit le laps de temps separant 
('administration de la solution de I'intervention proprement dite. 

15 Une variante du mode d'application peut etre definie sous la denomination 
"methode topique fractionnee". Elle comprend par exemple les etapes 
suivantes : 

- une premiere instillation de la vessie d'une duree de !4 heure a 3 heures et 
de preference de I'ordre de 2 heures, 

20 - un ringage de la vessie, 

- une deuxieme instillation d'une duree de !4 heure a 3 heures, et de 
preference de I'ordre de 2 heures, 

- un rin?age de la vessie. 

25 Apres un delai d'attente compris entre 0 et 4 heures, et de preference de 
I'ordre de 2 heures, le depistage et/ou le traitement par fluorescence de la 
vessie peuvent avoir lieu. 

[.'application topique de la solution d'ester d'ALA (E-ALA) ou d'hexyiester 
30 d'ALA (h-ALA) peut egalement etre remplacee par une administration 
systemique. Dans ce cas, la solution est administree par voie orale ou 
parenterale avec ou sans combinaison avec des composants appeles 
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transporters, tels que par exemple le dimethylsulfoxyde, la glycine ou 
similaires, destines a favoriser I'absorption et/ou la migration de la substance 
active, en I'occurrence Tester d'ALA (E-ALA) ou d'hexylester d'ALA (h-ALA), 
par les tissus et/ou les cellules. 

5 

Enfin un moyen d'activation de la penetration tissulaire ou cellulaire de Tester 
d'ALA (E-ALA) ou d'hexylester d'ALA (h-ALA) peut consister a pratiquer une 
ionophorese sur les parois de I'organe concerne. 

10 Ces phases sont suivies d'une ou de plusieurs phases de traitement par 
phototherapie et/ou de traitement par fluorescence. 

Lors d'un traitement par phototherapie, on irradie les parois de I'organe 
concerne, par exemple la vessie, avec un rayonnement lumineux appele 
15 lumiere excitatrice, monochromatique ou non, en continu ou de maniere 
sequentielle, qui se situe de preference dans le domaine spectral compris 
entre 300 et 900 nanometres, et de preference entre 350 et 650 nanometres. 

Pour proceder a ces phototherapies, I'eclairement E applique sur les parois 
20 de la vessie, qui est la puissance lumineuse par unite de surface, est compris 
entre 0,1 mW/cm 2 et 1W/cm 2 , et de preference entre 5mW/cm 2 et 500 
mW/cm 2 . Cette lumiere induit une reaction phototoxique due a la presence de 
la protoporphyrine IX (PplX) en particulier et/ou de ses photoproduits dans les 
tissus. Les doses d'eclairement peuvent etre appliquees de facon homogene 
25 sur toute la paroi de I'organe ou de facon collimatee uniquement sur les sites 
qui ont ete identifies comme comportant des lesions. 

Pour le diagnostic par fluorescence, on irradie les parois de la vessie au 
moyen d'un rayonnement dont la largeur spectrale est comprise entre 300 et 
30 7 00 nanometres, et de preference entre 350 et 650 nanometres. Pour 
proceder a ces depistages par fluorescence, I'eclairement E applique sur les 
parois de la vessie (puissance lumineuse par unite de surface) est compris 
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entre 1mW/cm 2 et 1W/cm 2 et de preference entre 50mW/cm 2 et 500 
mW/cm 2 . Cette lumiere excitatrice induit la fluorescence de substances dont 
I'E-ALA, et en particulier I'h-ALA, est un precurseur, en particulier de la PplX. 
Cette fluorescence est collectee par un systeme optique et detectee a I'oeit, 
5 ou par un detecteur ponctuel, lineaire ou matriciel tel qu'une camera. 

^utilisation de solutions a basses concentrations d'un ester d'ALA permet, en 
plus des avantages deja mentionnes, d'aboutir a des faibles couts d'une dose 
de produit que ce soit pour un traitement par phototherapie ou lors d'une 
10 photodetection, a de faibles couts de production et a une pharmacie 
galenique simplifiee. 
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REVENDICATIONS 

1. Solution d'un ester d'acide 5-aminolevulinique (E-ALA) pour la 
realisation d'une preparation pharmaceutique utilisable pour le diagnostic 

5 et/ou le traitement de lesions tissufaires et/ou cellulaires par irradiation locale 
au moyen d'un rayonnement emis par une source d'energie lumineuse, suivie, 
dans le cas du diagnostic d'une detection de la fluorescence emise par des 
substances dont Tacide 5-aminolevulinique (ALA) ou I'E-ALA sont des 
precurseurs, en particulier la protoporphyrine IX (PplX), caracterisee en ce 

10 que la concentration C de Tester d'ALA (E-ALA) dans la solution est inferieure 
a 1% et comprise entre 0,01% et 0,5%. 

0,01%<C<0,5% 

2. Solution selon la revendication 1, caracterisee en ce que Tester d'ALA 
1 5 (E-ALA) est de I'hexylester d'ALA (h-ALA). 

3. Solution selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle est realisee 
par dissolution d'ester d'ALA dans un solvant compatible avec Torganisme 
humain ou animal. 

20 

4. Solution selon la revendication 3, caracterisee en ce que ledit solvant 
est choisi parmi Tune des substances suivantes : eau filtree sterilisee, solution 
physiologique de NaCI, solution tampon de phosphate, alcool. 

25 5. Solution selon la revendication 3, caracterisee en ce qu'elle comporte 
un composant pour ajuster le PH a une valeur physiologique comprise entre 
4,8 et 8,1. 

4,8 < PH <8,1 

30 6. Solution selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle comporte 
une substance complementaire pour empecher la transformation du PplX en 
heme par complexage du fer dans les cellules vivantes. 
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7. Solution selon la revendication 6, caracterisee en ce que ladite 
substance complementaire est un EDTA (tetra acetate diaminoethylique). 

8. Solution selon la revendication 6, caracterisee en ce que ladite 
substance complementaire est de la deferoxamine. 

9. Solution selon la revendication 6, caracterisee en ce que ladite 
substance complementaire est du desferal. 
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